










































































































































































 ラスミドDNAに対し,PDMS流路を用いてコラーゲ  Figure4.(A)遺俄導入デバイス操作の概略図.
 ンタイプi,CaCi。,大腸菌コンピテントセルの混合溶㊤)GF醗現プラスミドDNAを導入した絹換え大腸菌
 アレイの蛍光顕微鏡写真,
 液を暴露することで遺伝子導入を行った(Figure4(A)).
 遺伝子・導入の確認は,プラスミドDNAにコードされたタンパク質σ)活性を検出することで行った.
 FigUre4(B〉に,GFP発現プラスミドDNAを導入した組換え大腸菌アレイの蛍光顕微鏡写真を示す.白
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 線で示したDNA固定化ウエルにおいて蛍光イメージが観測されたことから,本デバイスを用いた大腸
 菌への遺伝子導入が可能であることが示された.また,ウエル内での遺伝子導入細胞数は,固定化DNA
 量に依存することを確認した.Figし㈹4(B〉でσ)固定化DNA量は,約1細胞への遺伝子導入が達成され
 る条件であり,単一コロニーを示唆する蛍光イメージが確認された、以上より本デバイスを用いた単
 一組換え微生物アレイ構築へび)可能性が示唆された.
 1第六章電気化学微小流路デバイスを用いた単一微生物機能評価1第六章では,微生物集団から
 の単一一細胞の分離・アレイ1ヒ,'および電気化学的遺伝
 子機能評価を目的とした電気化学微小流路デバイヌを・
 開発した.測定対象には,第.三章(3)で使用した細.換え
 酵母を用い,β一G躍活性の流路内電気化学計測を実現し
 た.Figure5(&)に流路チャネル・の顕微鏡写真を示す.流
 路チャネルは,細胞輸送用メインチャネル,および電
 気化学計測を行う分析チャンバーから構成されている.
 チャンバー内に2つのマイクロ作用臓極(E1,E2),メ
 インチャネルに電気泳動用グラウンド電極を配置した。
 流路チャネル内での単一・酵母の分離操作には,電気泳
 動力を利用した.細胞表面の負電荷と,正あるいは負竃
 位を印加したチャンバー内作用極Ei問の静電相互作用
 により,単一一酵母の分析チャンバーヘの捕捉および開放
 を実現した(FlgL㈹5(b-d))。F轡㈹6(A)に,分析チャンバ
 …に捕捉した5細胞のβ鶏ai発現酵母のP離酸イ乞電流応
 答を示す.酵母を捕捉したチャンバーへ7,4111MPAPG
 溶液を導入直後(a),および30分後(b/に鷺流応答を計測
 し,30分間σ)反応によりチャンバー内に蓄積した肱P
 を検出した.p心譲発現酵母存在ド,30分の反応により
 駐AP酸化電流が増加した(A).5細胞をチャンバー外に解
 放し,再度30分間の反応前後の瓢ρ酸化電流応答を計
 測したとこ.ろ,電流応答の増加が計測されなかった(C)。
 また多層ai非発現酵母7細胞を対象とした場合も同様に
 酸化電流の増加は計測されなかった①).
 ことが示唆された.
 響「』鵬騨難懸灘講
 述一1一一〒}=ヤンバー・齢・調 ・・.一岬
騰灘藤繕懸繍麟蕪講魏
 1担劉
 FlgL鷹5(a)流賭チャネルの顕微鏡写真.
 1:)一4)雨気泳動による蛍一酵母の1分析チャンバー一への捕捉.
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 F19ure6う。じ11sのβ一G醗現酷母の鰭欝〔A),
 およ'びそれちのチャンバー外への解放後(B)
 における、チャンバーへの聾畝}導入直後㈲,30分後
 伽のPAP酸化電流,応答、70eUsO耶一Ga俳発型賦酵母(C),
 20己恥のβ一Ga1発現爵字母(D)しこ立寸すそ)P∫曽藤軒ヒー電流応答、
 以上より酸化電流の増加が酵母のβ一Gと雛活性を反映している
 また,2細胞のβ一Gai発現酵母に対しても有意な酸化電流の増加が計測され,本デ
 バイスを用いた酵母のβ一Gal活性の高感度計測が達成された、
 1第七章総括1
 本研究では,呼吸活性およびβ一繊i活性を指標とした微生物の電気化学的遺伝子機能評価法を確立し
 た.また,遺伝子操作,単…細胞操作,および電気化学計測システムを集積化したマイクロデバイス
 を開発し,単一微生物遺伝子機能評師への可能性を示した.本デバイスは,単一微生物機能解析の基
 盤ま支術となり得る.
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 論文審査結果の要旨
 第一章は序論であり,本論文の目的と意義について述べた。単一微生物の機能評価を行う目的を,微
 生物スクリーニング,クローン化微生物個体群の表現型の不均一性評価,および単一微生物センサーの
 構築について,それぞれ詳細に記載した。また,単一微生物機能評価に対する集積化マイクロデバイス
 の有効性,およびその結果得られる波及効果について記載した。
 第二章では,メディエ一夕を用いた電気化学的呼吸活性計測を利用し,・微生物の基質異化代謝能,お
 よび代謝反応に関わる遺伝子発現制御の評価法を確立した。測定対象となる微生物スポットを基板一しに
 アレイ化し,走査型電気化学顕微鏡(SECM)による網羅的代謝機能評価を実現した。
 第三章では,レポータータンパク質ll-ga撤osi(嬬eを利用した遺伝子σ)転写レベルでの制御,翻訳後の
 タンパク質のフォールディング,およびタンパク質問相互作用の電気化学的評価法を確立した。また,
 微生物培養システム,および電気化学計測システムを1チッブーしに一一・体化することで,培養過程におけ
 る遺伝子機能の動的挙動の経時的モニタリングを達成した。
 第四章では,単一微生物を分離・アレイ化したマイクロウエルアレイを構築した。ウエル内での単一
 微生物の培養,および遺伝子発現誘導を実現し,さらには単一微生物の発現した餅galactosidase活性の
 高感度蛍光計測に成功した。これより,木デバイスの単一一微生物遺伝一1亡機能評価への有効性が示された。
 第五章では,大腸菌への遺伝子導入を達成するマイクロウエル・微小流路融合デバイスを開発した。
 種々遺伝子を導.入した糸IL換え大腸'菌アレイを構築し,斑CM、および蛍光観測による網羅的遺伝了機能
 評価を実現した。本デバイスは大腸菌のみならず,様々な細胞種への遺伝子導入を可能にし,・ゲノムス
 ケールで遺伝子機能を解明するための基盤技術となり得ると考える。
 第六章では,微生物集団の分離・アレイ化,および単一微生物遺伝子機能の網羅的電気化学計測を連
 続的に実行する電気化学微小流路デバイスを開発した。単一微生物操作には電気泳動力を利用し,電位
 制御による任意の位置への単一細胞誘導を達成した。また,数細胞の酵母を対象としたβ一galactosldase
 活性の高感度電気化学計測に成功し,単一・『微生物の網羅的遺伝ヂ機能評価への可能性を示した。
 第七章は総括であり,論文の第2章から第6章までを要約して示した。
 以上,要するに,木論文は,単一微生物の遺伝子機能の電気化学的評価法の確立と,それら分析操作
 のマイクロデバイス化を実現したものであり,これらの漣の新規基盤技術は,環境生命化学,及びバ
 イオセンサー工学の進展に寄与するところが少なくない。
 よって、本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める。
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